Wnt/β-catenin信号通路在细胞的生长、发育、凋亡、迁移、信号传递等方面起着重要的调控作用，其异常激活与人类多种肿瘤的发生关系密切[@b1]。分泌性卷曲相关蛋白（secreted frizzled-related protein，SFRP）基因家族是Wnt/β-catenin信号通路的抑制基因。研究证实SFRP基因启动子CpG岛（CpG island）频繁甲基化导致的基因表达沉默是通路异常激活引发肿瘤的重要机制[@b2]--[@b3]。研究表明，Wnt/β-catenin信号通路还能调控造血干细胞自我更新的过程[@b4]，推测其异常活化可能也参与了血液肿瘤的发生和发展。

本研究中，我们采用经典甲基转移酶抑制剂5-杂氮-2′-脱氧胞苷（5-Aza-CdR）去甲基化干预人T淋巴细胞白血病Jurkat细胞株，应用甲基特异性聚合酶链反应（MSP）的方法检测干预前后SFRP基因启动子区的甲基化状态和表达改变，以及去甲基化作用对β-catenin蛋白表达、细胞凋亡的影响。探讨Jurkat细胞中DNA去甲基化作用介导Wnt/β-catenin信号通路中调控因子的变化诱导细胞凋亡的可能机制。

材料与方法 {#s1}
==========

1．细胞及主要试剂：实验用的人T淋巴细胞白血病Jurkat细胞株由福建省血液病研究所传代保存。5-Aza-CdR、蛋白酶K、RNA酶、亚硫氢钠、氢醌（对苯二酚）、PRMI 1640、胎牛血清等均为美国Sigma公司产品；酚-氯仿DNA抽提液、焦碳二乙酯（DEPC）和Trizol试剂均为上海生工生物工程公司产品；Annexin Ⅴ FITC/PI凋亡检测试剂盒购自南京凯基生物公司；亚硫氢盐修饰试剂盒购自美国Promega公司；Platinum SYBR Green Ⅰ qPCR SuperMix-UDG试剂盒购自上海Invitrogen公司；2×Taq PCR MasterMix试剂盒购自北京博迈德生物公司；鼠抗人β-catenin单克隆抗体、鼠抗人β-actin单克隆抗体购自美国Milipore公司；辣根过氧化物酶标记的抗鼠二抗购自中杉金桥生物公司；化学发光法（ECL）发光液购自厦门鹭隆生物公司；引物由上海Invitrogen公司合成。

2．细胞培养：细胞株常规复苏后，用含10％胎牛血清的RPMI 1640培养液（pH 7.2），于37 °C、饱和湿度、5%CO~2~培养箱中培养，隔天传代1次，实验用细胞为对数生长期细胞。

3．实验分组：实验设不加5-Aza-CdR对照组和1.0、2.0、4.0 µmol/L 5-Aza-CdR处理组。

4．MTT法检测细胞增殖抑制率：取对数生长期的Jurkat细胞，按1.5×10^5^/ml密度接种于96孔培养板。每组设5个平行孔，分别于加药后24、48、72 h加入20 µl MTT（5 mg/ml），继续孵育4 h，离心去上清，每孔加入100 µl二甲基亚枫（DMSO）后在酶标仪上检测492 nm波长下各孔的吸光度（*A*）值。实验重复3次。按以下公式计算细胞增殖抑制率。$$细胞增殖抑制率（％） = （\text{1} - A_{实验组}/A_{对照组}） \times \text{1}00\%$$

5．流式细胞术检测细胞凋亡率：收集对照组和5-Aza-CdR处理组作用48 h后的Jurkat细胞，离心，去上清后用1×结合缓冲液调整细胞密度为（2\~5）×10^5^/ml；每份加入195 µl缓冲液及5 µl FIFC-Annexin Ⅴ，避光孵育10 min，离心，去上清；加入190 µl缓冲液及10 µl PI，避光孵育10 min, 1 h内行流式细胞术检测，计算细胞凋亡率。实验重复3次。

6．MSP检测SFRP基因的甲基化状态：不同浓度5-Aza-CdR作用72 h后，分别收集对照组和各处理组细胞，常规酚-氯仿法提取细胞基因组DNA，参考文献[@b4]的方法并加以改进，用亚硫氢盐修饰试剂盒修饰纯化DNA。取修饰后的DNA 3 µl为模板进行PCR扩增，反应条件：95 °C预变性4 min, 95 °C变性45 s, 60 °C退火30 s, 72 °C延伸30 s，共35个循环，最后72 °C再延伸10 min. PCR产物行20 g/L琼脂糖凝胶电泳并在凝胶图像分析仪上自动分析成像。实验重复3次。

7．实时荧光定量PCR (RQ-PCR)检测SFRP基因表达水平：收集对照组和4.0 µmol/L 5-Aza-CdR处理组作用72 h后的Jurkat细胞，以Trizol试剂一步法提取细胞总RNA并鉴定RNA的完整性。以2 µg RNA为模板逆转录合成cDNA。采用美国ABI公司7500型实时荧光定量PCR仪和Platinum SYBR Green Ⅰ qPCR SuperMix-UDG试剂盒（Invitrogen公司产品）进行PCR扩增。反应条件：95 °C 1 min，95 °C 5 s，60 °C 1 min，40个循环。结果采用2^−ΔΔCt^法进行相对定量分析，以管家基因3-磷甘油醛脱氢酶（GAPDH）为内参照。实验重复3次。

8．Western blot法检测β-catenin蛋白的表达：不同浓度5-Aza-CdR作用72 h后，分别收集对照组和各处理组细胞，提取细胞总蛋白质并测定浓度。取30 µg蛋白，行120 g/L SDS-PAGE后4 °C、恒流250 mA下电转膜1.5 h，以50 g/L的脱脂奶粉封闭2 h，与鼠抗人β-catenin单克隆抗体、鼠抗人β-actin单克隆抗体共孵育4 °C过夜，洗膜后分别与辣根过氧化物酶标记的抗鼠二抗孵育1 h，加入ECL发光试剂后在暗室曝光、显影、照相及结果分析。实验重复3次。

9．RT-PCR法检测survivin、c-myc和cyclin D1 mRNA表达水平：取cDNA 1 µl为模板，采用美国ABI公司7700型PCR仪和2×Taq PCR MasterMix试剂盒进行PCR扩增。反应条件：95 °C预变性5 min，95 °C变性30 s，适宜退火温度下30 s, 72 °C延伸30 s，共30个循环，最后72 °C再延伸10 min。以GAPDH为内参照，PCR产物行2％琼脂糖凝胶电泳并在凝胶图像分析仪上自动分析成像。实验重复3次。

10．统计学处理：应用SPSS17.0统计软件进行统计学分析，计量资料以*x*±*s*表示，多组比较采用单因素方差分析，不同时间和组间结果比较采用*F*检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．5-Aza-CdR对Jurkat细胞的增殖抑制作用：1.0、2.0、4.0 µmol/L 5-Aza-CdR作用24、48、72 h，对Jurkat细胞增殖均有明显抑制作用，表现为时间和剂量依赖性（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 5-杂氮-2′脱氧胞苷（5-Aza-CdR）对Jurkat细胞的增殖抑制作用（*x*±*s*，*n*=3）

  组别               细胞增殖抑制率(％)               
  ----------------- -------------------- ------------ ------------
  对照组                     0                0            0
  5-Aza-CdR处理组                                     
   1.0 µmol/L           18.23 ± 1.62      26.57±2.29   36.07±2.58
   2.0 µmol/L            36.19±0.84       52.05±1.59   64.57±0.48
   4.0 µmol/L           47.51 ±0.59       71.51±1.26   82.38±1.10

注：同一浓度组不同时间点及同一时间点不同浓度组的结果比较，*P*值均\<0.001

2．5-Aza-CdR对Jurkat细胞凋亡的影响：1.0、2.0、4.0 µmol/L 5-Aza-CdR作用细胞48 h后，细胞凋亡率随药物浓度的增高逐渐增加，早期凋亡率分别为（22.23±0.76）%、（34.26±1.27）%、（61.83±1.76）%，而不加药对照组为（4.73±0.32）%，差异有统计学意义（*P*\<0.05）。

3．5-Aza-CdR对Jurkat细胞SFRP基因甲基化状态的影响：1.0、2.0、4.0 µmol/L 5-Aza-CdR处理细胞72 h后，MSP分析示随着药物浓度升高，SFRP1、SFRP2、SFRP4和SFRP5基因的甲基化水平逐渐降低，差异有统计学意义（*P*\<0.05）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}），提示SFRP基因的高甲基化状态被逆转。

![5-杂氮-2′-脱氧胞苷（5-Aza-CdR）对Jurkat细胞SFRP基因甲基化状态的影响\
M：Marker；1：对照组；2、3、4 分别为1.0、2.0、4.0 µmol/L 5-Aza-CdR处理组](cjh-37-01-051-g001){#figure1}

4．甲基化的MSP产物序列分析：为证实MSP分析基因甲基化的可靠性，随机挑选了应用SFRP2基因甲基化引物扩增的PCR产物，经T-A克隆后测序，测序结果证明该MSP产物是野生型SFRP2基因启动子区的部分序列（[图2](#figure2){ref-type="fig"}），其分析结果完全可靠。甲基化的SFRP2基因，其CpG岛二核苷中的胞嘧啶碱基（C）未被亚硫氢盐硫化改变，仍为C碱基。而在非CpG岛中的C碱基经亚硫氢盐修饰后都转变成胸腺嘧啶碱基（T）。

![SFRP2基因甲基化PCR产物片段测序分析图](cjh-37-01-051-g002){#figure2}

5．5-Aza-CdR对Jurkat细胞SFRP基因mRNA表达的影响：MSP结果显示，4.0 µmol/L 5-Aza-CdR组去甲基化处理72 h，SFRP基因的甲基化逆转程度最大。因此，选取4.0 µmol/L组的Jurkat细胞作为研究对象，实时定量RT-PCR结果显示，终浓度为4.0 µmol/L的5-Aza-CdR组中SFRP1、SFRP2、SFRP4和SFRP5基因表达水平均明显升高，分别是对照组中表达水平的4.6、3.5、2.3、4.2倍（[图3](#figure3){ref-type="fig"}），提示SFRP基因的高甲基化状态被逆转，甲基化沉默的SFRP基因被激活转录。

![4.0 µmol/L 5-杂氮-2′-脱氧胞苷（5-Aza-CdR）对Jurkat细胞SFRP基因mRNA表达的影响](cjh-37-01-051-g003){#figure3}

6．5-Aza-CdR对Jurkat细胞β-catenin蛋白表达的影响：1.0、2.0、4.0 µmol/L 5-Aza-CdR处理细胞72 h后，随着5-Aza-CdR浓度的增加，各组Jurkat细胞总蛋白中的β-catenin表达明显降低，其中4.0 µmol/L组的蛋白表达最低，而对照组表达量最高，差异有统计学意义（*P*\<0.05）（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![不同浓度5-杂氮-2′脱氧胞苷（5-Aza-CdR）对Jurkat细胞β-catenin蛋白表达的影响\
1：对照组；2、3、4分别为1.0、2.0、4.0 µmol/L 5-Aza-CdR处理组](cjh-37-01-051-g004){#figure4}

7．5-Aza-CdR对Jurkat细胞survivin、c-myc、和cyclin D1基因mRNA表达的影响：1.0、2.0、4.0 µmol/L 5-Aza-CdR处理细胞72 h后，RT-PCR结果显示，Wnt/β-catenin通路下游的凋亡相关靶基因survivin、c-myc、和cyclin D1 mRNA表达水平随5-Aza-CdR浓度的增加而降低，并具有浓度依赖性（[图5](#figure5){ref-type="fig"}）（*P*\<0.05）。

![不同浓度5-杂氮-2′-脱氧胞苷（5-Aza-CdR）对Jurkat细胞凋亡相关基因表达的影响\
M：Marker；1：对照组；2、3、4分别为1.0、2.0、4.0 µmol/L 5-Aza-CdR处理组](cjh-37-01-051-g005){#figure5}

讨论 {#s3}
====

Wnt/β-catenin信号通路抑制基因的表达沉默导致通路异常激活可促进乳腺癌、结肠癌、肺癌、膀胱癌等肿瘤细胞的生长、增殖及凋亡抑制。研究表明，Wnt/β-catenin信号通路中多种抑制基因表达下调或缺失并非基因突变引起，而是由基因启动子区域高甲基化导致的表观遗传修饰所致[@b5]--[@b6]。由于Wnt/β-catenin信号通路在造血干细胞自我更新过程中的重要性，Wnt/β-catenin信号通路的失控可能是血液肿瘤潜在的发病基础。最新的研究发现在急性髓系白血病中SFRP基因家族均出现了高频率的甲基化改变[@b7]。Hou等[@b8]在166例急性髓系白血病患者中发现61.7％的患者出现至少1种抑制基因的甲基化，其中SFRP1、DKK-1、Wif-1、SFRP2、SFRP5、SFRP4的甲基化比例分别为31.6%、30.1%、26.0%、19.3%、12.6%、1.5%。王焱等[@b9]的研究证实多种白血病细胞中存在SFRP1基因的异常甲基化和表达缺失。本课题组的前期研究发现，87例急性白血病患者SFRP1、SFRP2、SFRP4、SFRP5基因甲基化总阳性率分别为35.6%、25.3%、12.6%、17.2%，并均存在表达下调[@b10]--[@b12]。以上实验结果表明，SFRP基因作为肿瘤抑制基因，其甲基化模式改变是白血病发生过程中的普遍现象，推测SFRP基因的甲基化沉默导致Wnt/β-catenin信号异常活化是白血病发生的机制之一。

正常生理情况下，SFRP基因作为Wnt/β-catenin信号通路的负调控因子，可持续阻断Wnt/β-catenin信号，在SFRP基因发生甲基化沉默后则失去这种作用[@b13]。β-catenin是Wnt/β-catenin信号通路中有调控转录活性的关键成员，负责激活靶基因的转录，是正向调节因素。Wnt/β-catenin信号通路异常激活时，β-catenin在胞质内蓄积并转移至核内，在核内与T细胞转录因子-4(TCF-4)结合后激活靶基因c-myc、cyclinD1、survivin、BMP-4和MMP等的转录和表达，因而促进肿瘤细胞的增殖[@b14]--[@b16]。

既往研究认为Wnt/β-catenin信号通路在淋巴细胞发育的多个阶段中具有重要作用，且该通路上多基因的甲基化沉默被认为是儿童及成人急性淋巴细胞白血病无病生存及总生存的独立不良预后因素[@b17]。本研究中，我们采用人T淋巴细胞白血病Jurkat细胞株作为实验对象，应用MSP技术发现在Jurkat细胞中SFRP1、SFRP2、SFRP4、SFRP5基因普遍存在高甲基化状态及表达水平下降，同时在细胞总蛋白中β-catenin蛋白水平升高，提示在Jurkat细胞中由于SFRP基因的表观遗传学沉默失去了对Wnt/β-catenin信号的抑制作用，继而使核心蛋白β-catenin表达增加，启动细胞增殖、抗凋亡等恶性生物学效应。本研究应用甲基转移酶抑制剂5-Aza-CdR干预Jurkat细胞，随着药物浓度的增加，SFRP基因的甲基化水平逐渐下降、mRNA表达水平上调，显示SFRP基因的甲基化沉默被逆转并诱导表达。同时细胞学实验显示Jurkat细胞增殖受到抑制，细胞早期凋亡比例升高，总蛋白中β-catenin蛋白水平随之下降。RT-PCR结果也显示抗凋亡基因survivin，调节细胞周期和细胞生存、增殖相关的cyclin D1、细胞分化和凋亡相关的c-myc基因的表达均同时降低，因此可证实当SFRP甲基化状态被逆转后诱导转录表达，Wnt/β-catenin信号则被抑制，直接导致胞质及胞核蛋白中的β-catenin表达下调，失去转录调控作用，并且β-catenin蛋白/TCF-4转录因子复合物与其特异性DNA结合序列的结合活性也随之下降，导致其不能有效启动下游靶基因的表达从而失去维持细胞存活的能力，启动Jurkat细胞凋亡。
